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Abstract
lnthepresentstuClS8wehaveattemptedtoevaluatethepharmacological
actionofthreemaJorantiCliarrheicingreClientsenricheClinSEＩＲＯＧＡＮ，
2-methoxyphenol（2ＭP)，２－metlloxy4-methylphenol（ｚＭ４ＭＰ）and
2-metlloxy･4-ethypllenol（ｚＭ４ＥＰ)，ｉｎｂｏｎｅｂｙｂｏｔｈｍｖｚｉｆｚ１ｏａｎｄｉｎｖｚivD
analyses2M4MPand2M4EPsignificantlypreventedovariectomy･induced
reductionofbonemineraldensityinbothtotalfbmurandtibiainadditionto
distalfbmurwhendeterminedbysingle･energyXrayabsorptiometryat2S
daysafterovariectomylnadClition,severalhistomorphometricparameters
incluClingBWTV(bonevolume/tissuevolume)weresignificantlyrestoredby
theadministrationof2M4MPand2M4EPLBycontrast，nomarlKeCl
preventiveeffbctwaSobservedinovariectomymicetreateｄｗｉｔｈ２ＭＰＬ
２Ｍ４ＭＰａｎｄ２Ｍ４ＥＰａｔｌｍＭｎｏtonlypreventedthecendeathinblucedby
llyClrogenperoxide（H202)，butalsosuppressedthegenerationof
mtracenularROSmosteoblastsexposedtoH202・Moreoverjantllree
phenoliccompoundsexaminedsignificantlyinhibitedthereceptoractivator
ofnuclearfbLctor-KB1igand-inducedtartrateresistantacidphosphatase
positivemultinuclearcellsataconcentrationdependentmannermprlmary
osteoclasts､ThesereSultssuggestthatparticularphenoliccompoundsmay
preventOvariectomy-inducedbonelossthroughamechanismassociatedwith
anti-oxiClativepropertyinosteoblastsratherthanpotentinhibitoryeffbcton
osteoclastCIiffbrentiation．
＆
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Ｌ研究背景・目的
成長を終えた後にも骨はダイナミックに骨吸収と骨形成を繰り返し、リ
モデリングを営んでいる。このリモデリングにより維持される骨格系の質
および量は､骨吸収と骨形成との間の平衡関係が破綻すると維持されなく
なる．その典型例である骨粗髭症は、低骨量と骨微細構築の劣化により特
徴づけられ、その結果、骨の脆弱性が冗進し骨折を起こしやすい全身性の
骨疾患である、と定義されている(Kaniseta1.,1994)。原因としては骨吸
収と骨形成のバランス破綻と考えられているが、現在の治療方針は予防的、
対症的あるいは抑制的な域を出ない。
現在我々は、骨芽細胞、破骨細胞および軟骨細胞を含む様々な骨関連細
胞を用いて、各細胞の増殖、分化、成熟およびアポトーシスなどにおいて
多面的な解析を試みているが、この過程で最近pyruvateが骨芽細胞の生
存に必須の因子であることを明らかにした(Hinoieta1.,2002;Moriguchi
eta1.,2006)。さらに我々は、invitroだけでなくinvivoにおいても骨粗
議症(こような骨代謝性疾患に対して有効性を示す化合物の探索を行って
いる。
曰局クレオソート(WoodCreosote)と曰本工業規格のクレオソート油
(CoalnLrCreosote)には大きな相違点がある。例えば、曰局クレオソート
は原料が木タールで医薬品としての用途があり、その主要成分はguaiacol、
creosolおよびphenolである。これに対して日本工業規格のクレオソート
油は原料がコールタールでカーボンブラック用原料や木材の防腐剤とし
ての用途があり、その主成分はナフタレン、アントラセンおよびフルオレ
ンである。曰局クレオソート中の主要成分は含有量順にzmethoxyphenol
(2ＭP;23.76％)、zmethoxy-4-methylphenol(ｚＭ４ＭＰ;19.01％)、phenol
(14.45％)、〃cresol（13.60%)、2-2-methoxy-4-etllylphenol（zM4EP；
636%)、oPcresol（Ｍ2%)である。これまでの報告により、guaiacol、
eugenolおよびphenolを含むフェノール系化合物が骨芽細胞株である
MCST3-E1細胞において１０，Ｍ以下の濃度で濃度依存的に
3H-tllymiCline取り込みを増加させることが明らかになっている(Yazaki
eta１．，１９９３)。さらに、guaiacolはフェントン反応により産生されるラジ
カルを１００ｐＭから１，Ｍの濃度範囲で濃度依存的に消失させることも
明らかとなっている(Miuraeta1.,2005)。しかしながら骨リモデリングを
繊密の制御する骨芽細胞および破骨細胞の両細胞に対するフェノール系
化合物の正確な作用およびそのメカニズムはほとんど明らかとなってい
ないのが現状である。したがって本研究では曰本で１００年以上も服用され
ている正露丸に含有される３種の主要なフェノール系化合物である２ＭP、
ｚＭ４ＭＰおよびｚＭ４ＥＰに着目し､inVitroおよびinvivoの両面からそれ
らの骨組織に対する薬理的作用の解析を試みた。
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2.研究結果と考察
２１.mvitroにおけるフェノール系化合物の作用
骨芽細胞に対するフェノール系化合物の影響を検討するために､骨芽細
胞をｚＭＲ２Ｍ４ＭＰおよびｚＭ４ＥＰ存在下あるいは非存在下で５曰間培
養し、細胞生存率を測定した。その結果、いずれのフェノール系化合物も
11Ｍから１，Ｍまでの濃度範囲内では細胞生存率には著変を与えなかっ
た｡つづいて骨芽細胞死に対するフェノール系化合物の影響を検討するた
めに、７日間培養した骨芽細胞に２ＭP、ｚＭ４ＭＰおよび2Ｍ４ＥＰ存在下あ
るいは非存在下で過酸化水素50011Ｍを曝露し、その６時間後に細胞生存
率を測定した。その結果、２ＭＰ添加群ではいずれの濃度においても過酸
化水素による細胞死を有意に防御できなかった．これに対して､２Ｍ４ＭＰ
およびｚＭ４ＥＰは１１Ｍから１００ILMまでの濃度範囲では有意な防御効果
を示さなかったのに対して、１，Ｍ添加することにより、過酸化水素誘発
性の細胞死は著明に防御された(Fig.１)。
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Ⅲ9.1EffbctoftllreemajorphenoliccompoundsonH202-inducedcendeath
mculturedosteoblastsCulturedosteoblastswereexposeCltoH202at50０
１｣Mfbr6hinthepresenceofthetllreemajoringredientsatllLMtolmM，
fbnoweClbydeterminationofcenviabilitybValuesarethemea、±ＳＥ・from6
Cliffbrentexperiments．＊P<0.05,＊*P<001,significantlydiffbrentfromtlle
valueobtainedincenswithoutH2０２.鮒P<001,significantlydi2ferentfiPom
thevalueobtainedincenstreatedwithH202alone．
つづいて、ｚＭ４ＭＰおよびｚＭ４ＥＰの細胞死防御作用メカニズムを解明
するために、各フェノール系化合物の細胞内reactiveoxygenspecies
(ROS)の除去作用について検討した。７日間培養した骨芽細胞に２ＭP、
ｚＭ４ＭＰおよび2Ｍ４ＥＰ存在下あるいは非存在下で過酸化水素５００ＩＬＭを
曝露し、その３時間後に2,,7'一ClichloroClihyClrofluoresceinCIiacetateを添
加し、共焦点レーザー顕微鏡により細胞内ＲＯＳを測定した。その結果、
過酸化水素曝露群では著明な細胞内ＲＯＳの産生が観察されるのに対して、
2ＭP、ｚＭ４ＭＰおよびｚＭ４ＥＰ単独曝露では著明な細胞内ＲＯＳの産生は
認められなかった。一方、２ＭＰを過酸化水素と同時に曝露した場合、細
胞内ＲＯＳ産生低下は認められなかったが、ｚＭ４ＭＰおよびｚＭ４ＥＰとの
同時添加では細胞内ＲＯＳの産生はほとんど消失していた。つづいて、各
フェノール系化合物のラジカル除去作用について検討した。５００ＩＬＭの過
酸化水素をｚＭ４ＭＰおよび2Ｍ４ＥＰ存在下あるいは非存在下でｚ０ｐＭの
5,5-Climethyl-1WrrolinejWxide（DMPO)と反応させ、electronspin
resonance（ESR）Spectrometerを用いてＤＭＰＯ－ＯＨスペクトルを測定
した。過酸化水素をＤＭＰＯと反応させた場合、特徴的な４つのピークを
示すＤＭＰＯ－ＯＨスペクトルが記録された。これに対して、ｚＭ４ＭＰおよ
びｚＭ４ＥＰをＤＭＰＯと反応させた場合､はっきりとしたＥＳＲスペクトル
は観察されなかった。この過酸化水素による特徴的な４つのＤＭＰＯ－ＯＨ
スペクトルはｚＭ４ＭＰあるいはｚＭ４ＥＰとの同時添加により明らかに消失
した。これらの結果を考え合わせると、特定のフェノール化合物は直接的
なラジカルスカペンジによる抗酸化ストレス作用を介して骨芽細胞死を
防御する可能性が示唆される。
つづいて破骨細胞に対するフェノール系化合物の影響を検討するため
に､単離した単球･マクロファージ系前駆細胞を１０ｎｇｈＬのmacrophage
colonystimulatingfactor(M-CSmを添加したＭＥＭ中で２４時間培養後、
培養メデイウムを２０，９/ｍＬのＭ－ＣＳＦおよび５０，９/ｍＬのreceptor
activatorofnuclearfblctor-KBligand(RANKL)を含むＭＥＭに交換し、
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ｚＭＰ２Ｍ４ＭＰあるいは2Ｍ４ＥＰ存在下あるいは非存在下で５日間培養し、
tartrateresistantacidphosphatase(TMP)染色を行い､細胞核を５つ以
上もつ多核のＴＲＡＰ陽性破骨細胞数の測定を行った。その結果、フェノ
ール系化合物非添加条件下と比較して､2Ｍ４ＭＰは１ILM以上の濃度から、
また､２ＭＰおよびｚＭ４ＥＰは１０ＩＬＭ以上の濃度で濃度依存的にＴＲＡＰ陽
性破骨細胞数の減少が認められた(Fig.２)。したがって、特定のフェノー
ル系化合物は酸化的ストレスによる骨芽細胞死に対する防御作用に加え、
破骨細胞分化抑制作用を有していることが明らかとなった。
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2.1.ｉｎｖｉｖｏにおけるフェノール系化合物の作用
卵巣摘出術および各フェノール系化合物投与による骨組織への影響を
検討した。卵巣摘出術を施したマウスでは術後４週間目に脛骨、大腿骨お
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Fig.３．ＥＨｆｂｃｔｏｆ２Ｍ４ＥＰａｄｍｉｍｓｔｒａｔｉｏｎｏｎｂonemmeraldensity5
Eight-week-oldfbmaleddYmiceweresubjectedtoovariectomyorasham
operation,andsubsequentoraladministratioｎｏｆ２Ｍ４ＥＰａｔＯ１７ｍｇ/kgtllree
timesaweekfbr28days,fbnowedbyCleterminationofbonemineraldensity
ofbothtibiaandfbmurbysingle-energyX-rayabsorptiometrybValuesare
themean±Ｓ､Ｅ・fromStoS7Cliffbrentexperiments．＊Ｐ<0.05,＊*Ｐ<0.01,
significantlydiffbrentfromeachcontrolvalueobtainedmsllamoperated
mice.＃P<0.05,鮒P<００１，significantlyCliffbrentfromeachvalueobtainedm
OVXmice．
よび大腿骨遠位部において擬似処置群と比較して骨密度の有意な低下が
認められた。これに対して、17-l3estradiol投与群では脛骨、大腿骨およ
び大腿骨遠位部のいずれの部位においても卵巣摘出群と比較して有意な
骨密度低下抑制作用が認められた。一方、卵巣摘出術を施したマウスに
2ＭＰを投与した群では、擬似処置群と比較して有意な骨密度低下が認め
られた。一方、卵巣摘出術を施したマウスにｚＭ４ＭＰおよび2M4EP(Fig.
3)を投与した群では、卵巣摘出により認められる骨密度低下が著明に抑制
された。さらにＩLCT解析およびtoluiClineblue染色により卵巣摘出群では
皮質骨には著変は認められなかったのに対して､海面骨の骨梁の明らかな
減少が観察された。また卵巣摘出術を施したマウスにｚＭ４ＭＰおよび
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Ｆｉｇ．４．HistomorphometricanalysisEight-week-oldfbmaleddYmicewere
subjectedtoovariectomyorasllamOperation，andsubsequentoral
admimstrationof2MB2M4MPor2M4EPat０．１７ｍｇ/kgthreetimesaweek
fbr2SClays,fbllowedbyllistomorphometricanalysis・Valuesarethemean±
SＥｆｉＰｏｍ３ｔｏ４ｄｉｆfbrentexperiments．＊P<0.05,＊*P<0.01,significantly
Cliffbrentfromthecontrolvalueobtainedinsham-operatedmice．＃P<0.05,
significantlyCliffbrentfromthevalueobtainedinOVXmice．
ｚＭ４ＥＰを投与した群では、卵巣摘出群に認められる海面骨の骨梁低下が
明らかに抑制されていることが判明した。また、骨形態計測の結果のより
今回調べたパラメーターの中で卵巣摘出によりＢＷＴＶ（bone
volume/tissuevolume)、ＴｂＴｈ（trabecularthic1mess)およびＴｂ.Ｎ
（trabecularnumber)は有意に低下し､ＴｂＳｐ(trabeCularseparation)は有
意に増加した｡これに対して卵巣摘出術を施したマウスにｚＭ４ＭＰおよび
ｚＭ４ＥＰを投与した群では、卵巣摘出により変化した４つのパラメーター
全てを統計学的に有意に回復させた(Fig.４)。したがって、今回調べたフ
ェノール系化合物の２ＭP、ｚＭ４ＭＰおよびｚＭ４ＥＰの中で、ｚＭ４ＥＰは骨
｢芽細胞の細胞死抑制効果をもつ骨形成促進剤としてだけでなく破骨細胞
分化抑制剤として機能し、骨粗議症発症に伴う骨量減少に対して有効な治
療薬あるいは予防薬になりうる可能性が示唆される。
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3.結論
以上の研究成績から、以下の結論を得た。
1．培養骨芽細胞において、ｚＭ４ＭＰおよびｚＭ４ＥＰは過酸化水素曝露に
よる細胞死を防御する。
２２Ｍ４ＭＰおよびｚＭ４ＥＰは直接的なラジカルスカペンジ作用を有して
いるだけでなく、骨芽細胞において過酸化水素による細胞内ＲＯＳの産
生を抑制する。
３．２ＭP、ｚＭ４ＭＰおよび2Ｍ４ＥＰは濃度依存的にRANKL誘導性の破骨
細胞分化を抑制する。
4.2Ｍ４ＭＰおよびｚＭ４ＥＰは卵巣摘出術による脛骨および大腿骨の骨密
度低下を防御する。？
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学位論文審査結果の要旨
本研究では、止潟薬成分の木クレオソート中に含有される３種類のフェノール系化合物について、骨関節
系細胞機能に対する薬理学的効果を検討した。
初代培養骨芽細胞に、止濾薬成分の２ＭP、２Ｍ４ＭＰあるいは２Ｍ４ＥＰ存在下で、過酸化水素（Ｈ202）
５００ＩＬＭ曝露６時間後に細胞生存率を測定したところ、２ＭＰはＨ２０２による細胞死に著変を与えなかっ
たが２Ｍ４ＭPおよび２Ｍ４ＥＰは１，Ｍという高濃度添加により、Ｈ202誘発性の細胞死を著明に防御し
た。次いで、各フェノール系化合物の細胞内reactiveoxygenspecies（ROS）の除去作用について検討した
結果、Ｈ202曝露群では著明な細胞内ROSの産生が観察されるのに対して、２Ｍ４ＭPや２Ｍ４ＥＰの同時
添加群では細胞内ROSの産生はほとんど消失した。electronspinresonance法で解析したところ、２Ｍ４
ＭＰと２Ｍ４ＥＰはいずれもＨ２０２により発生するラジカルを、直接的に消去する作用を有することが明ら
かとなった。続いて、単球マクロフアージ系前駆細胞から分化した破骨細胞では､２ＭP、２Ｍ４ＭＰある
いは２Ｍ４ＥＰはいずれも濃度依存的に、ＴRAP染色陽性を示す多核の破骨細胞数の減少を誘発した。さら
に、卵巣摘出術を施したマウスでは術後４週間目に脛骨、大腿骨および大腿骨遠位部における骨密度の有意
な低下が認められたが、２Ｍ４ＭＰや２Ｍ４ＥＰを経口投与した群では、卵巣摘出により認められる骨密度
低下が著明に抑制された。また、卵巣摘出に伴う各種の骨形態計測パラメーター変化を、２Ｍ４ＭＰと２Ｍ
４ＥＰの経口投与は全て有意に回復させた、したがって、２Ｍ４ＭＰと２Ｍ４ＥＰは骨芽細胞の細胞死防御効
果とともに、破骨細胞に対する分化抑制効果を通じて、閉経後骨粗髭症発症に伴う骨量減少に対して有効性
を示す可能性が示唆される。
以上の研究成績は、市販止潟薬成分の骨関節系細胞機能制御作用に関する先駆的発見であるとともに、閉
経後骨粗髭症の予防あるいは治療に貢献する創薬戦略展開が期待される点で高く評価されるので、論文審査
委員会は本論文が博士（薬学）に値すると判断する。
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